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論文内容要旨
 【目的】
 肥満細胞や好塩基球は,即時型アレルギー反応において中心的役割を担う一方で,抗腫瘍活
 性を示すことが知られている。しかし,そのmediatorについては,報告が少ない。最近,ra七
 basoph且icユeukemlace11(RBL)カ∫na七uralcytotoxic(NC)cellactivityをもっこと
 が証明され,さらにNC活性のmediatorがLumorIlecrosisfactor(TNF)であることが明ら
 かとなってきた。そこで,今回,我々は,好塩基球や肥満細胞を用いて,mediatorの一つとし
 て,TNFの誘導を試みた。
 【方法逸
 マウスマクロファージ細胞株である」774A,1,ラット腹腔マクロファージ(ratPMφ),
 およびRBL,マウス肥満細胞腫細胞株であるP-815を,PMA(5ng/ml),LPS(10μg
 /ml)またはcalciumionophoreA23187(10μM)で,また,抗ovalbumin(OVA)マウス
 血清で感作したRBLおよびP-815を,OVAで刺激した。刺激30分後の上清中のヒスタミン
 を,au七〇matedfluorometrictechniqueにて測定した。刺激後5時間の細胞より抽出したRNA
 にて,マウスTNFcDNAをprobeとしたNor七hembloむanalysisを行った。細胞の培養上
 清中のcytotoxicactivityは,L929を標的細胞として用いて測定した。即ち,標的細胞の50%
 cyむ。ωx1cltyを惹起する最大希釈倍数をもって,その活性(U)とした。また,検体のTNF活
 性をみるため,抗マウスTNFウサギ血清による中和試験を試みた。
 【結果還
 」774A・1,およびratPMφは,LPS刺激により,24時間後1導,それぞれ5U/iO6ceiis,
 250U/106のcy七〇七〇xicactivityを遊離したが,RBLはLPSにもPMAにも反応しなかった。
 一方,A23187や感作後の抗原(OVA)刺激では,RBLは,30分後に,それぞれ38.1%,66,8
 %のヒスタミン遊離を示すものの,この時点では上清中にcy七〇七〇xicityは認められなかった。し
 かし,24時間後の上清中には,前者で9U/106,後者で10U/106の活性が出現していた。P-
 815では,A23187の刺激でのみ,ヒスタミンが遊離(54.5%)し,PMA刺激でのみ,わずかに
 28%程度のcy七〇七〇xicityを認めた。蛋白合成阻害剤であるcycloheximideの存在下では,RBL
 やP-815からのcytoしoxicactivity遊離は認められなかった。抗マウスTNF血清は,J774
 A.1からのcyto七〇xicactivityを消失させるとともに,ra七PMφにおいても活性を中和した。
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 さらに,RBLからの活性も完全に中和したが,P-815においては,60%の抑制を示すだけ
 であった。Northernblotanalysisでは,J774A,1,やratPMφはもちろん,RBLや
 P-815においても,cytotoxicfactorを誘導させ得る刺激により,5時間後に2-kbTNF
 mRNAが発現されることが示された。
 【考察】
 TNFは,主に,単球,マクロファージから,PMAやL,PSにより誘導され,抗腫瘍活性の
 他に,炎症における調節因子として注目されている。今回,我々は,マウスTNFcDNAを
 probeとしたNorth邑mblotanalysisと抗マウスTNF血清との反応により,RBLおよびP-
 815から,非特異的(caiclumionophore,PMA),あるいは特異抗原(OVA)によるIgE
 recep七〇rを介する刺激を契機に,TNFが産生されることを明らかにした。このTNF産生の意
 義を,アレルギー性疾患,たとえば気管支喘息の病態から考えてみる。吸入抗原(アレルゲン)
 が,IgEを介して,まず肥満細胞のlgEreceptorを刺激し,この細胞から遊離されるヒス
 タミンなどのchemlcalmedi航orが,早期の気道収縮をひきおこすとされている。しかし,抗原
 吸入の数時間後に再度観察される気道収縮には,好中球や好酸球の関与が重要とされている。こ
 れら炎症細胞の活性化に関わる因子の1つとして,TNFが,知られており,従って,最初の抗
 原刺激により,肥満細胞あるいは好塩基球から産生されるTNFが,好中球や好酸球を介して,
 遅発性の気道反応に関与することが考えられる。また,TNFはマクロファージやNCcellの
 cy七〇toxiciむyのmediaむorとされており,好塩基球や肥満細胞もTNFを産生することにより,
 抗腫瘍作用をもっことが示唆される。
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 審査結果の要旨
 肥満細胞ないし好塩基球が即時型アレルギー反応ばかりでなく,抗腫瘍活性をもっことが種々
 の系で知られるようになった。例えばr飢basophilicleukelniacell(RBL)はnaturalcyLo七〇xic
 (NC)activityを有し,IgEreceptor刺激によりNCspecificfactorを遊離することが
 示されており,一方,別の系でNC活性は加mornecrosisfactor(TNF)一αを介して発現
 していることが分っている。しかしながら,RBLがlgErecep七〇1・を介してTNFを産生す
 るということを明確に示した報告は見当らない。本申請者は抗TNF一α抗体による中和試験と
 マウスTNF一αcDNAをprobeとするNorthernblotanalysislこよりこの点を明らかにし
 ょうと試みた。
 先ず,抗Dvaibumin(OVA)マウス血清で感作したRBLを抗原OVAで刺激すると30分後
 にヒスタミン,24時間後にL929を標的細胞としたcy七〇七〇xic活性が上清中に認められた。この
 cyむotoxic活性は抗マウスTNF一α血清で完全に消失した。この条件はlgErecep七〇rを介
 する反応であることが知られており,上述の結果はlgErecep七〇r刺激によりRBLからTNF
 一αが産生されることを示している。更に,IgEを介さずにヒスタミン遊離をひきおこすCalcium
 ionophoreA2318でもRBLは同様にTNF一αを産生したが,マウスマクロファージ細胞株
 」774A・1やラット腹腔マクロファージ(ratPMφ)では有効刺激となった1ipopolysac-
 charide(LPS)やphorbolmyristateacetate(PMA)ではRBLからヒスタミンもTNF
 も遊離しなかった。このことはヒスタミン遊離とTNF産生の間に何らかの関連性を示唆してい
 る。また,抗原刺激及びA23187によるRBLからのTNF産生はcycloheximideにより完全に
 blockされたので,この蛋白は刺激後新たに合成されることが明らかである。
 次に抗原刺激によりRBL内にTNF一αのmRNAが発現されるカ)否かをマウスTNF一α
 cDNAをprobeとしてNorしhemblo七tingを行った。抗体やcDNAとしてマウスを用いてい
 るのはラットのものがないためであるが,ラットにも十分反応することはratPMφを用いた実
 験で明らかである。その結果,抗原やA23187刺激によりcy七〇toxicfactorを誘導させうる条件
 で,5時間後に2kbのTNF一αmRNAが発現されることが明らかとなった。
 以上,本論文は,特異抗原によるlgEreceptorを介した刺激あるいは非特異的にヒスタミ
 ンを遊離させうる刺激により,RBLよりTNF一αが産生されることを特異抗体による中和試
 験とNOr七hernblo七analysisという極めて特異性の高い方法で示したもので,その実験事実は
 世界に訴えるに足り,学位授与に価すると考えられる。
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